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染料木黄酮对人乳腺癌细胞株!"#$!%$&’(、!)*$+、!)*$+ , -./0增殖能力的影响

李* 明，周* 永，糜漫天* * （第三军医大学军事预防医学院营养与食品卫生学教研室，重庆市营养与食品安全重点实验室，重
庆 %"""+’）

* * 摘* 要：目的* 探讨染料木黄酮（,-./01-/.）对人乳腺癌细胞株 234#25#%$+（67 8，967&#:/;:）、2<=#( > 967&（67 ?，

967&#:/;:）、和 2<=#(（67 ?，967&#@AB）增殖能力的影响，并观察 967& 在染料木黄酮抑制肿瘤增殖中的作用。方法* 通
过基因转染技术建立 967& > .-C高表达的人乳腺癌 2<=#( 细胞，免疫荧光细胞化学法鉴定；不同浓度的 ,-./01-/.分别处
理 + 种乳腺癌细胞，2DD法分别检测 ,-./01-/.对肿瘤细胞增殖能力的影响。结果* ,-./01-/.对 234#25#%$+ 细胞的增殖
抑制作用随处理浓度增加而增大，E<$"约为!"" !FA@ > G；,-./01-/. 对 2<=#( > 967& 和 2<=#( 细胞在低浓度表现为增殖促
进作用，分别在大于 %" !FA@ > G和 !" !FA@ > G时表现为增殖抑制作用。结论* ,-./01-/. 可通过 67 依赖和非依赖两种途
径，在一定浓度范围内抑制肿瘤细胞增殖，且 967& 高表达能够降低染料木黄酮对 67 ?乳腺癌的增殖抑制作用。
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* * 近年来，膳食与肿瘤关系的研究越来越受到人们
关注，特别是对大豆中非营养素成分染料木黄酮

（;-./01-/.，,-.）抗肿瘤活性的研究已经成为当前研
究的热点。长期的流行病学的调查研究显示，亚洲人

乳腺癌的发病率显著低于西方发达国家，可能与亚洲
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人膳食中富含 ,-. 有关［! 8 +］。大量实验研究也表明，

染料木黄酮对乳腺癌的发生、发展有显著抑制作用。

由于乳腺癌患者中存在雌激素受体（-01PA;-. P-W-O1AP，
67）阳性（67 ?）和阴性（67 8）两种类型，而 67 ?的乳

腺癌患者又分为 967& 低表达（967&#@AB）与高表达
（967&#:/;:）两种类型，而 967& 在染料木黄酮对
67 ?或 67 8 乳腺癌的增殖抑制中的作用尚不清楚。

本实验选择两种人乳腺癌细胞株 234#25#%$+（67 8，

967&#:/;:）和 2<=#(（67 ?，967&#@AB），并通过基因
转染技术建立 967& > .-C 高表达的乳腺癌 2<=#( 细
胞（2<=#( > 967&，67 ?，967&#:/;:），检测染料木黄
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酮对不同乳腺癌细胞株体外增殖能力的影响，并观察

0123 在染料木黄酮抑制肿瘤增殖中的作用。

!" 材料与方法

!$ !# 主要试剂
# # &%1% / .!3 为 04-5678公司产品；29%:!;*<、胰蛋白酶为
=>?@6产品；新生胎牛血清购自天津 A)& 公司；=87>BC8>7、%AA、
曲拉通（AD>C67(E !<<）为 F>GHI产品；质粒抽提试剂盒购自 9D6(
H8GI公司；各种限制性内切酶、A*&J’ 连接酶、购自 AIKI2I公
司；L>M6N8@CIH>783<<<购自 :7O>CD6G87 公司；鼠抗人 0123 / 78P 单
克隆抗体购自 Q4CH8R公司，山羊抗小鼠 :G=购自北京中杉公司。
!$ 3# 质粒
# # 含人 0123 / 78P 基因的质粒 M-%S / 12))3 由美国 ’7R8D(
B67癌症研究中心的 %>7GAI7 教授惠赠；含新霉素抗性基因的
质粒 M-:786由西南医院消化内科熊政硕士惠赠。
!$ ,# 细胞株及感受态细菌
# # %-.(" 细胞、%&’(%)(*+, 均购自中科院上海细胞库。
M-%S / 12))3 质粒扩增、酶切鉴定并测试浓度后与 M-:786 质
粒共转染 %-.(" 乳腺癌细胞，*<<!G / H5 =*!T 筛选 %-.(" 细
胞，建立稳定高表达 012(3 / 78P 的乳腺癌细胞（%-.(" / 012(
3）。&0+"感受态细菌由第三军医大学医学检验系临床生化
教研室张竹君硕士惠赠。

!$ *# 方法
!$ *$ ! # 细胞培养 # # %-.(" 和 %-.(" / 012(3 细胞株均用含
!<U胎牛血清的 &%1%培养基，在 ," V，+U-W3，!<<U饱和湿
度条件下常规传代培养，%-.(" / 012(3 培养基中加入 !<< !G /
H5 =*!T 筛选细胞；%&’(%)(*+, 细胞用含 !<U 胎牛血清的
29%:!;*< 培养基，在 ," V，+U -W3，!<<U饱和湿度条件下常
规传代培养。

!$ *$ 3# 质粒转化与扩增# # 按分子克隆实验指南（第 , 版）［*］

将 M-:786质粒和含人 012(3 / 78P基因的 M-%S / 12))3 质粒分
别转化感受态细菌 &0+"。按照 9D6H8GI质粒抽提试剂盒说明
书分别对上述二质粒进行提取、纯化，并测定浓度，X 3<V保存
备用。

!$ *$ , # 质粒转染 # # 含人 012(3 / 78P 基因的质粒 M-%S /
12))3 经扩增、酶切鉴定和浓度测定后与 M-:786 质粒共转染
%-.(" 乳腺癌细胞，按照脂质体转染试剂盒说明书进行，然后在
倒置荧光显微镜下初步观察转染是否成功，而后以 *<< !G / H5
=*!T 初筛 %-.(" 细胞，对照组细胞完全死亡后，以 !<< !G / H5
=*!T 维持筛选，传代并冻存备用，免疫荧光细胞化学法检测转
染是否成功。

!$ *$ * # %AA 实验 # # 收集 %-.("、%-.(" / 012(3、%&’(%)(
*+, 细胞后，分别用 &%1% / .!3 和 29%:!;*< 完全培养液制成
细胞数为 , Y !<*H5 X!的单细胞悬液，接种于 Z; 孔板，每孔 !<<
!5，每组设 * 个平行，并设空白对照和溶剂对照组。加入 +、!<、
*<、"<、!<<、!,<、!;<、!Z<、33< !H65 / L 不同浓度的染料木黄酮
分别处理 *T [后，每孔加入新鲜配制的 + HG / H5 %AA 溶液 3<
!5，继续孵育 * [，小心吸取孔内上清液，每孔加入 !+< !5
&%FW，轻轻振摇 !< H>7，*Z< 7H处测定吸光度值［!（*Z<）］。
# # 半数抑制浓度 :-+< \［对照组 !（*Z<）X处理组 !（*Z<）］/

对照组 !（*Z<）Y !<<U
!$ +# 统计学分析
# # 所有数据以 !" ] #表示，采用 F9FF !<$ < 统计软件行单因素
方差分析。

#" 结果

3$ !# M-%S / 12))3 质粒酶切鉴定
# # M-%S / 12))3 质粒以 -651! 为母本质粒，在其中插入 -%S
强启动子和人 8D?)(3 / 78P @&J’ 基因构建而成。根据 M-%S /
12))3 质粒图谱（图 ! 所示），该质粒全长 Z !,< ?M，含有多个
限制性内切酶位点，其中包括 3 个 $%&’#和 ! 个 ()*$内切酶
的酶切位点，用限制性内切酶 ()*$和 $%&’#酶切 M-%S /
12))3 质粒后，电泳所得 , 个 &J’片段为 * *"Z ?M（含 8D?)(3 /
78P片段）、, +Z, ?M（含 -%S启动子）和 ! <3; ?M，符合理论计
算值（图 !）。M-:786质粒电泳鉴定图如图 ! 所示。
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%：标准；!，,：M-%S / 12))3 质粒酶切片段；3，*：M-%S / 12))3 质
粒；+ M-:786质粒

图 !" $%&’ ( )*++# 和 $%,-./质粒鉴定

3$ 3 # 免疫荧光细胞化学法鉴定 M-:786 和 9-%S /
12))3 共转染的 %-.(" 细胞

# # 9-%S / 12))3 质粒扩增、酶切鉴并测试浓度后与含新霉素
抗性基因的空载体 M-:786 质粒（带有绿色荧光信号）共转染
%-.(" 乳腺癌细胞，免疫荧光细胞化学法鉴定。如图 3 所示，
9-%S / 12))3 质粒和含新霉素抗性基因质粒共转染的 %-.("
细胞，在细胞膜和细胞质分别可见红色（粉红色箭头所示）和绿

色荧光（白色箭头所示），而只转染含新霉素抗性基因质粒的

%-.(" 细胞于细胞膜和细胞质可见绿色荧光（白色箭头所示），
而未转染任何质粒的 %-.(" 细胞则无任何荧光信号。结果表
明，9-%S / 12))3 转染后的 %-.(" 细胞，012(3 / 78P 高表达，
主要分布于细胞膜和细胞质，单独转染含新霉素抗性基因质粒

的 %-.(" 细胞和未转染任何质粒的 %-.(" 细胞 012(3 / 78P不
表达，提示我们成功的将 9-%S / 12))3 质粒和 M-:786 质粒共
转入了 %-.(" 细胞。
3$ ,# 染料木黄酮对 , 种肿瘤细胞株增殖能力的影响
# # 染料木黄酮对 ,种肿瘤细胞在一定浓度范围内均存在增殖
抑制作用。染料木黄酮对 %&’(%)(*+, 细胞的增殖抑制作用随
处理浓度增加而增大［+］，:-+<约为 !<< !H65 / L，对 %-.(" / 0123
和 %-.(" 细胞在低浓度时表现为促增殖作用，分别在大于
*< !H65 / L和 !< !H65 / L时表现为增殖抑制作用［;］。见图 ,、*。
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!! !" !#
!：对照；"：#$%&’(质粒转染 )$*+, 细胞（绿色荧光显示为 #$%&’( 蛋白）；$：#$%&’( 和 -$). / 01""2 质粒共转染 )$*+, 细胞
（绿色荧光显示为 #$%&’(蛋白，红色荧光显示为 3012 蛋白）

图 !" 免疫荧光细胞化学法鉴定 #$%! 转染前后的&’()* 细胞"（免疫荧光 4 566）

!"#

!"$

$"%

$"&

$"’

$"#

$ ( !$ ’$ )$ !$$ !#$ !&$ !*$ ##$对照组

!（
’*
$）

+,-浓度（!./0 1 2）

345"36"’(7
389")
389") 1 :;<#

=

=
=

=
==

>

>

>

>

> >
> >

>
>

> >

>

>

7：! 8 69 6:；;：! 8 69 6<，与对照组比较
图 +" ,-./01-/.对人乳腺癌细胞株&23)&4)56+、&’()*、

&’()* 7 #$%! 增殖能力的影响（" = :6，!# > $）

+" 讨论

? ? 乳腺癌已经成为欧美发达国家成年女性高发的一
种恶性肿瘤，仅在美国乳腺癌患者约占所有女性癌症

患者的 @6A［,］。随着近年来生活水平的提高和生活
方式的改变，我国乳腺癌发病率也逐年增加。大量的

流行病学研究显示，豆类食品的摄入量与乳腺癌的发

病率呈显著负相关，这可能与豆类食品中富含的大豆

异黄酮类植物化学物密切相关。大豆异黄酮（ B(C;’7&
DB(EF7G(&’B，H%*）是一种天然的植物类雌激素，包括染
料木黄酮、黄豆苷元（ I7DIJ’D&，K!%）、黄豆黄素（ LFC+
MDN’D&）及其糖苷共 <2 种，并主要以糖苷形式存在，广
泛存在于豆科类植物中，并以大豆含量尤为丰富。由

!! !" !#

!$ !% !&
!：)$*+, / 3012 对照组；"：)$*+, 对照组；$：)K!+)"+O:@ 对照组；K：)$*+, / 3012，<66 !P(F / Q R’&DBN’D& 处理组；0：)$*+,，
<66 !P(F / Q R’&DBN’D&处理组；*：)K!+)"+O:@，56 !P(F / Q R’&DBN’D&处理组

图 5" ,-./01-/.处理人乳腺癌细胞株&23)&4)56+、&’()*、&’()* 7 #$%! 形态学变化"（Q) 4266）
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于其分子结构与内源性雌二醇相似，在体内能够与 12
结合，故表现出弱的雌激素作用和抗雌激素作用［4］。

大量实验研究也表明，染料木黄酮能显著影响肿瘤的

发生、发展过程，对多种恶性肿瘤的生长有明显的抑制

作用，且其增殖抑制作用主要与其天然雌激素活性及

与对 12作用有关［5］。然而，大量流行病学研究显示，
乳腺癌患者分别存在 12 6和 12 7两种类型，同时还存

在 0123 低表达与高表达两种类型，而 0123 在染料
木黄酮对 12 7或 12 6乳腺癌的增殖抑制中的作用尚

不十分清楚。癌基因 012(3 / 89: 表达产物是一种细
胞膜上具酪氨酸激酶活性的跨膜蛋白，其结构和功能

与表皮生长因子受体（9;<=9>?@A B>CDEF G@HEC> >9H9;EC>，
1I.2）相似，主要调节上皮细胞的增殖和分化，012(
3 / 89:基因过度表达可导致细胞过度增殖和表型恶性
转化。研究表明，有 ,JK的乳腺癌患者 0123 基因过
度表达，这类患者肿瘤恶性程度高，复发和转移发生

早，预后差，对某些化疗药物存在抵抗，因此，0123 基
因过度表达可能成为判断患者生存期的重要指标。本

实验通过基因转染技术构建了 012(3 / 89: 高表达的
人乳腺癌细胞株 %-.(" / 0123，进而观察染料木黄酮
对 %&’(%)(*+,、%-.("、%-.(" / 0123 , 种细胞株增
殖能力的影响，并观察 0123 在染料木黄酮抑制肿瘤
增殖中的作用。结果表明，染料木黄酮在一定浓度范

围内对 , 种肿瘤细胞均有显著抑制作用，但对不同乳
腺癌细胞株的增殖抑制作用存在明显差异。染料木黄

酮对 12 7的 %-.(" 细胞和 %-.(" / 0123 在低浓度表
现为增殖促进，而分别在大于 !J !?CA / L和 *J !?CA / L
时表现为增殖抑制作用，表明 0123 的高表达能明显
提高染料木黄酮对肿瘤细胞增殖抑制的作用浓度。染

料木黄酮对 12(的 %&’(%)(*+, 细胞的增殖抑制作用

随处理浓度增大而增强，与其对 12 7的 %-.(" 的增
殖抑制作用有显著不同，推测其可能通过 12 非依赖
途径发挥抗肿瘤作用［4］。因此，I98<ME9<8 可通过 12
依赖和非依赖两种途径，在一定浓度范围内抑制肿瘤

细胞增殖，且 0123 能够减弱染料木黄酮对 12 7乳腺
癌的增殖抑制作用。
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# #（上接 !X!" 页）
通道，准确地分辨出真道，大大提高手术的成功率。输尿管镜

纤细，使操作更为精确，大大避免了新的假道形成。本组病例

中，大部分患者均能在输尿管镜引导下直接进镜观察至膀胱，

可以在对狭窄段进行全面的观察后再开始进行内切开，大大减

少了手术的盲目性。输尿管镜为 .4$ J Z .5$ 4渐进性增粗，进镜

时也起到了一定的扩张作用，增大了手术操作空间。

# # 尽管此方法有诸多优点，仍须注意以下问题："因输尿管
镜镜头较细，粗暴操作会造成很大损伤，此手术须在技术熟练

的情况下轻柔操作。#须在输尿管导管引导下进镜。狭窄后
尿道的解剖往往千差万别，在无引导的情况下进镜容易形成新

的假道［,］。同时，将输尿管导管置入膀胱可起到引流作用，使

手术视野清晰。$在切开狭窄段后，一定要再撤回到狭窄处，
对瘢痕组织进行精确切割，尽量使尿道腔宽敞、光滑，这是减少

术后狭窄复发的关键［*］。

# # 关键词：输尿管镜；钬激光；尿道狭窄
# # 中图法分类号：2X55$ X # # # 文献标识码：)
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